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Abstract 


Several observations were made on the tissue culture of Toxoplasma gondii (RH 
strain) with use of HeLa cells for a host cell line, with the object of obtaining the 
fundamental knowledge of the growth of the parasite in the tissue culture. To 
assess the growth of the parasite in the tissue culture, the infection rate of HeLa 
cells and the relative number of infective parasites were counted: the former was 
expressed by the percentage value of the number of HeLa cells invaded by the 
parasite, among the total HeLa cells observed, and the latter by the total number of 
parasites found in 100 HeLa cells on a microscope. Results achieved were summariz- 
ed as below: 

1) The infection rate of HeLa cells ascended up to 6 hours after the parasite 
inoculation into the HeLa cell culture, then trended to a gradual descent. The 
relative number of infective parasites was found to keep a rise up to 9 hours after 
the parasite inoculation into the culture. 

2) 'The addition of lysozyme (1 mg/ml or more) or hyaluronidase (6 units/ml or 
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more) into the tissue culture of the parasite brought about an increase of the infec- 


tion rate of HeLa cells as well as the relative number of infective parasites. 


3) The pretreatment of the parasite with sulfisoxazole (10 mg/ml) for 4 hours 


or sulfathiazole (10 mg/ml) for 2 hours shortly before the parasite inoculation into 
the HeLa cell culture did not appear to inhibit the growth of the parasite in a 6-hour 


cultivation. 


4) The pretreatment of the parasite with 1% of the HA (Hemagglutination test) 
ーpositive human serum (HA-titre 4,096x) or 0.01% of the rabbit immune serum 


(HA-titre 65,536 x) for 30 minutes or longer resulted in a noticeable reduction of 


the relative number of infective parasites in a 6-hour cultivation. 


t 


Toxoplasma gondii (以下 Tp LF) は 1908 年 
北ア フリ カ に 於 て , Nicolle と Manceaux に よっ て , 
ヤマ アラ ン の 一 種 Ctenodactylus gondii か ら 初 め 
て 検出 され た 病原 性 原虫 で ある . 以来 多数 の 路 乳 動物 , 
鳥類 , 冷血 動物 お よび 魚類 に 至る まで , 諸 動 物 か ら も 
検出 され た . 1939 年 Sabin が 初め て 人 体 か ら Tp を 
RHL, その 病原 性 を 確証 し た . また 1940 年 に は 
Wolf, Cowen お よび Paige, 1942 年 に は Guimaraes 
お よび Meyer が 新生 児 の 脳 水腫 患者 より Tp を 分 離 
する こと に 成功 し た . 日 本 で は 1954 年 宮川 等 が 2 例 の 
KE ORR ILD, Tp を 検出 し た の が 最初 で そ 
の 後 も 多く の 研究 者 より 次 えと 人 体 か ら の Tp 検出 が 

告 さ れる に 至っ た . 

Tp は 一 種 の Obligate intracellular parasite で , 
通常 の 人 工 培地 に お いて , 保存 , 培養 する こと は , Hl 
在 の と ころ 不可 能 と され て お り , 一 般 に 動物 体内 に 接 
種 継 代 す る 以外 に , Tp を 維持 する 方 法 が な か っ た . 

1937 年 Sabin & Olitsky は 鶏 胎児 抽出 液 を 主 成分 
と する Li-River medium 中 で 忠 体 の 培養 に 成功 し , 


これ が Tp 組織 培養 の 始ま り で ある . 1953 年 Lock 
は Tp の 宿主 と し て 最も 重要 な 貴 乳 動物 の 組織 を も っ ・ 
C, 虫 体 の 培養 を 行っ た . その 後 Vischer & Suter 
(1954) が マウ ス , ラッ テ , ウサ ギ の Macrophage 
培養 を 用 い , Chernin & Weller (1954, 1957) お よ 
び Cook & Jacobs (1957) が と も る に, 人 体 組織 培養 
中 に 接種 し て , か な り 詳 細 な る 観察 を 行っ た 報告 を し 
て いる が , 何れ も 単 一 の 細胞 株 に よる 試み で は な か っ 
た . 最近 で は 子宮 頸 冶 より 分 離さ れ た HeLa 細胞 が 
広く 組織 培養 に 応用 され て 以来 , 本 細胞 を 用 いた Tp 
の 組織 培養 に 関す る 研究 が さか ん に な っ た . 

この 様 な 時 点 に か ん が み , 本 研究 で は , HeLa 細胞 
に よる Tp の 組織 培養 を 試み , Tp の 宿主 細胞 内 へ 
の 侵入 性 , 増殖 度 な ど を 観察 し た . さら に Lysozyme, 
Hyaluronidase, 2, 3 の サル ファ 剤 , SUPPE A 
地 に 添加 . ある い は それ ら を も っ て , 原虫 を 前 処理 す 
る こと に よっ て , 原虫 培養 に およぼす 影響 を 検討 し 
Te, 


実験 材料 お よび 実験 方 法 


1. 使用 原虫 株 

実験 に 使用 され た Tp は , 大 阪 市 立 大 学 医学 部 医 動 
物 学 教室 より 分 与 さ れ た RH 株 GREED) で , 当 教 
室 に 於 て マッ ゥ ス 腹 腔 内 に 継 代 接種 し , 維持 し て きた 株 
で ある . 


2. 使用 細胞 株 
本 実験 の 組織 培養 に は すべ て 純系 の HeLa 細胞 を 使 
用 し た . この 細胞 は in vitro CRC, 一 層 性 に 増殖 


さす こと が で き , 一 定 の 生物 学 的 性 状 お よび 増殖 曲線 
を 示し , 継 代 培 養 の 可能 な 細胞 で , 必要 に 応じ , 何時 
で も 使用 で きる と いう 利点 を 有する . 


3. RE 
. Hanks 液 に Lactalbumin hydrolysate 0.5%, 


JEn 10%, Penicillin 100u/ml., Streptomycin 


100 7/ml, (以下 HLS と 略す ) を 加え , pH 7.2~ 
7.3 CEEL, 4 C の 冷蔵 庫 に 保存 し た も の を 用 い 
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Table 1. Composition of tissue culture medium 


Hanks’ solution (10-fold concentration) 


CA). CaCle 1.4 g 
Aq. dest. 100 ml 
CB). Glucose 10.0 g 
NaCl 80.0 g 
KCI 4.0 g 
MgSo4 * 7H20 2.0g 
KH23PO4 0.6 g 
Aq. dest. 800 ml 
(C). 0.2% Phenol red 100 ml 


Culture medium 


CA). Hanks’ solution 
(10-fold concentration) 50 ml 


Aq. dest. 450 ml 
7.5% NaHCO3 2.0 ml 
Penicillin (200,000 U/5ml) 1.25 ml 
Streptomycin (1.0 g/5ml) 0.25 ml 
(B). 5% Lactalbumin hydrolysate 50 ml 


(C). Bovine serum 50 ml 
PH 7.2 ~ 7.3 
ze, 
4. 組織 培養 法 


HeLa 細胞 の 維持 培養 に は , BERET DS 5.0x10.0 
cm? Offi (PARI) を 用 い , HeLa 細胞 の HLS 
浮 渡 液 15 ml を 分 注 し , ゴム ょ 栓 で 密封 し , 37C に 
静 置 培養 を 行っ た . 細胞 増殖 の 検査 は 倒立 顕微 鏡 で 毎 
日 観察 し , 細胞 が 人 培養 靖 の 硝子 面 全体 に 一 層 性 に 拡 が 
る の を 待ち , 次 いで 培養 液 を 棄て , 0.25% Trypsin 
液 (Puck 液 に 0.25220 Trypsin を 含む ) を 加え 
て 細胞 を 硝子 面 か ら 抽 離し , 1,200 rpm (=200G), 
5 分 間 遠 沈 後 , 上 清 を 棄て , 再び Hanks 液 で 遠 沈 洗 
WEL, 上 清 部 を 棄て , HLS に て 細胞 浮 湾 液 を 作り , 
新た に 培養 瓶 に 分 注 し て 継 代 培 養 を 行っ た . 

Tp 組織 培養 の た め に 必要 な HeLa WIU YETI, 
培養 尊 は 細胞 培養 面 が 3.0x5.0 cm? CAD of 
Xi, 短 棚 ガ ラス (1.5x1.0 cm?) を 入れ , HeLa 
細胞 HLS 浮 渡 液 5 ml を 分 注 し て , 37C (CRE 
養 を 行っ た . Tp 接種 は 予備 実験 に 於 て 検討 し た 結果 , 
HeLa 細胞 の 48 時 間 藻 養 の も の に 実施 する こと に し 
た . 

5. 原虫 の 採集 

マウ ス 腹 腔 内 に RH 株 の Tp (原虫 数 約 109) を 接 
種 す る と , これ ら 感 染 マ ウス は 通常 4 て 5 日 を 経過 


し て 死亡 する が , 死亡 前 の 瀬 死期 に , 生理 的 食塩 水 
1 ml を 腹腔 内 に 注入 し , これ を 誘い 水 と し て , 出来 
ら る 限り 多く の 腹水 を 採取 する . 採取 し た 腹腔 洗 浴 液 
は 800 rpm (+100 G), 5 分 間 遠 涼し て , MENR 
出 細胞 と 組織 の 粗 塊 を 除去 し , 上 清 液 の み を さら に 
3,000 rpm (=1,500 G), 10 分 間 遠 流し て , Tp 原虫 
ZREL, この 沈 湾 に Hanks 液 を 加え , 均等 に 
LC dau (ES. SERE BBS RT RR JH 
いて 算定 し , 所 定 の 濃度 に 稀釈 し た . 


6. 実 験 方 法 

感染 マウ ス 腹 水 より 採取 し た Tp を 材料 と し て , 
HLS 液 に よる 原虫 洋 漠 液 を 作り , 所 定 濃度 に 稀釈 す 
5. この 原虫 税 渡 液 を 培養 材料 と し て , 以下 の 実験 を 
行っ た . 

D 宿主 細胞 で ある HeLa 細胞 中 へ の Tp の 侵入 
性 お よび Tp 感染 量 に つい て 観察 し た . 

2) Lysozyme(Worthington Bioch, Corp. 製 品 ) 
また は yaluronidase( 持 田 製薬 スプ ラー ゼ を 用 いた ) 
を 培地 に 添加 し , Tp 培養 に む およぼす 影響 を 観察 した. 

3) サル ファ ィ ァ 剤 と し て , N’-3, 4-Dimethyl-5-iso- 
xazol sulfanilamide (山之内 製薬 )。 サイ アジ ン を 用 
いた . 以下 Sulfisoxazole と 記載 )) お よび Sulfa- 
thiazole-N4* sodium dextrosesulfonate (吉富 製薬 , 
サル ゾー ル S を 用 いた 、 以 下 Sulfathiazole と 記載 , 
使用 量 は すべ て Sulfathiazole 量 と し て 表現 し た ) を 
用 い , これ ら と Tp と を 予め 所 定時 間接 触 せ し め , そ 
DEO Tp 培養 が いか な る 影響 を 受け る か を 観察 し た . 

4) 抗 Tp 家 束 免疫 血清 また は Tp 赤血球 凝集 反 
応 (Tp HA-test) 陽性 人 血清 を 用 い , 3) の 場合 と 同 
様 の 操作 を 行っ た . 

これ ら の 実験 に 於 て , 血清 お よび サル ファ 剤 と Tp 
と の 接触 は 次 の 如く 実施 し た . 小三 角 ュ ル ベ ン 中 で 
Tp の 1 多 和 牛 血 清 加 Hanks We, これ ら の 血 
清 ま た は 楽 剤 を 加え , 37C CHEL, 所 定時 間 毎 に 
その 一 部 を 遠 沈 管 中 に 移し , 直ちに Hanks 液 で 2 回 
遠 沈 洗 浴 し て 得 ら れ た Tp 浮 流 液 を 培養 材料 と し た . 

また , Tp の HeLa 細胞 内 へ の 侵入 性 お よび Tp 
感染 度 の 判定 は 次 の 如き 方 法 に よっ た . PERHE 
後 , 短 棚 が ラス を 取り 出し , Hanks 液 中 で 1>2 回 
軽く 洗 河 し , 室温 下 に 乾燥 させ た 後 , 無水 メタノール 
で 固定 , ギ ム ザ 液 で 約 40 分 間 染 色 し た . AKOWE 
後 , カナ ダバ ル サ ム で スラ イド ガラ ス に 封じ , 顕微 鏡 
下 に 下記 の HeLa 細胞 感染 率 と Tp 感染 量 と を 計算 
し た . 
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7. HeLa 細胞 感染 率 お よび Tp 
原虫 感染 量 の 算定 

GAGE PIG HeLa 細胞 800 な い 
し 1,000 ヶ を 観察 し , その 中 で 細 
胞 質 中 に Tp 原虫 を 検出 し うる 細胞 
数 を パー セン ト で 表現 し , HeLa 細 
BRRL Lc. すなわち 感染 率 と 
は , 宿主 細胞 中 , Tp の 侵入 を 受け 
た 細胞 数 の パー セン ト 表 示 で ある . 
一 方 , 同じ 操作 の 元 に 観察 し た 全 
HeLa 細胞 中 に 検出 し えた Tp の 
総数 を 算 し , これ を HeLa 細胞 100 
ケ 中 の Tp 数 に 換算 し た も の を Tp 
原虫 感染 量 と 表現 する こと と し た . 
すなわち , Tp 感染 量 と は , 100 
HeLa 細胞 中 の Tp Emi LL 
て あら わ さ れ る も の で ある . この 
Tp 感染 量 は HeLa 細胞 内 に 侵入 
し た Tp 原虫 の 総数 に 加え て , その 
細胞 内 で 遂行 し た 増殖 原虫 数 を も 合 
せ て 表現 する も の と な り , 前 記 He- 
La 細胞 感染 率 と と も に , Tp の 組 
織 培 養 の 程度 を 推測 する 衣 値 と 考え 
られ る . 


予 備 


1. HeLa 細胞 の 増殖 に つい て 

HeLa 細胞 数 が 約 15~20x104/ml の HeLa 細胞 
HLS FRZ 20 本 の 小角 瓶 に 正確 に 5ml ずつ 分 注 
L, 37 で て 静 思 培養 に 移す . 以後 2 AICI 2 本 を 
取り 出し て 細胞 数 を 測り , R0 ORISENRCCOVCCHJE 
養 液 の 交換 を 行い , ひき つづ き 培 養 を 行っ た . 細胞 計 
測 に あたっ て は , BRKT CHE, 0.25% Trypsin 
含有 の Puck 液 2ml を 注入 し , 約 5 分 間 37 て に 静 
置 す れ ば , 細胞 は ガラ ス 面 か ら 制 離す る . これ に 元 の 
培養 液 と 同 容積 5m1l に な る 様 に Hanks 液 を 加え , 
細胞 浮 済 液 が 均等 に な る 様 に し , この 洋 流 液 中 の He- 
La 細胞 数 を 血球 計算 盤 で 数 回 測り , 培養 瓶 2 本 の 平 
均 値 を 取っ て HeLa 細胞 数 と し た . 

第 2 図 は 本 実験 に 使わ れ た HeLa 細胞 の 増殖 曲線 
C, 移植 培養 2 日 目 より 細胞 の 増殖 が 安定 且つ 急速 と 
な り , 培養 6 日 目 で 細胞 数 は 最初 の 移植 細胞 数 の 約 8 
倍 に な り , 8 日 目 で 最高 値 , 約 8.5 倍 に 達する . その 
後 , 細胞 は 老廃 化し , ガラ ス 面 より 剣 離し て 人 境 養 液 に 
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Fig. 1. Schema of experimental method 
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Fig. 2. Growth curve of HeLa cells. 
Note : The culture medium was exchanged 


every other day. 
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MRL, 限ら れ た 培養 面積 に 於 る 細胞 は も は や 増殖 を 
示さ ず , むし ク ろ 減少 す る 一 方 と な る . この 様 に 細胞 は 
移植 培養 の 2 日 以後 に 安定 し た 増殖 条件 を 得る の で , 


実 験 


1. Tp 組織 培養 に お ける HeLa 細胞 感染 率 の 時 
間 的 推移 

小角 瓶 20 本 に 各々 短 棚 ガ ラス を 入れ , 16x104/ml 
の HeLa 細胞 浮 洪 液 5ml を 加え て 培養 し , 2 日 後 
培養 液 を す て , Tp の HLS WEY 5 ml (58x 
104/mD を 添加 し た . ひき つづ き 37 て に 静 賞 し, 2, 
4, 6, 9, 12, 48 時 間 後に 各々 培養 江 2 本 ずつ を 取り 
出し , 血球 計算 盤 に て 各 培 養 瓶 中 の Tp EPRE at 
JIL, 2 本 の 平均 値 を 求め た . 一 方 , SHO 
ガラ ス を 取り 出し , 乾燥 , 固定 , 染色 後 鏡 検 に て He- 
La 細胞 感染 率 を 調べ , 2 枚 一 群 の 平均 値 を 求め た . 
第 3 図 は 塔 養 時 間 毎 の 浮 洪 原虫 数 お よび 細胞 感染 率 
の 時 間 的 推移 を 表し た も の で ある . FURR RBI Tp 
の 培養 後 , 時 間 的 経過 と と も に 減少 し , 12 時 間 後 に は 
最低 値 に 達し , その 後 は 積 々 増加 の 傾向 を 示し た . こ 
れ に 反し , 細胞 感染 率 は 3 <6 時 間 後 ま で 急速 に 上 昇 
L, 以後 徐々 に 低下 し た . この こと は Tp の HeLa 
細胞 内 へ の 急速 な 侵入 が Tp の 培養 後 3 て 6 時 間 ま 
で に 行わ れる こと お よび 912 時 間 か ら 以 後 は な むしろ 
HeLa 細胞 の 破壊 に 伴っ て , 遊離 する 原虫 数 が 増加 の 
傾向 を 持つ こと を 示し た も の と 解釈 され た . 


(x 10 mI) 


Number of parasites 


Fig. 3. 


Tp 接種 は 培養 2 日 目 に 実施 する の が 最も 適当 で ある 
と 判断 し た . 


Be i 


この 実験 か ら Tp 接種 後 , 6 ~9 時 間 ま で は , 大 
部 分 の Tp が HeLa 細胞 に 侵入 し , し か も HeLa 
細胞 の 剣 離 が 殆 ん ど な く , Tp の HeLa 細胞 侵入 状 
態 を 検討 る に は 最も 適し た 時 期 で ある こと が 判明 し 
Te, 


2. 接種 原虫 数 と Hela 細胞 感染 率 と の 関係 
GH 2 ARAM AMAR 40 本 (1 群 8 本 , 5 群 ) 
に 10x104/ml の HeLa 細胞 浮 江 液 5ml を 注 加 し , 
2 日 間 静 置 培養 する . マウ ス 腹 腔 より 採取 し た Tp で 
5 種類 の 異 っ た 原虫 浮 流 濃度 を 作り (ほぼ が 位 に 順 
次 稀 秋 し て 行く ), 血球 計算 散 で 各 原 申 浮 済 濃度 を 計 
測 の 結果 , 各々 190x104/m1, 102x104/ml, 43x 
104/ml, 22x 104/ml, 14x104/ml, を 得 た . DAH 
の HeLa 細胞 1 群 (8 本 ) fice BUR 
LYRA, 37C に 静 置 培養 し た . 3, 6, 9, 12 
時 間 後 に それ ぞ れ 各 群 の 培養 瓶 を 2 本 ずつ 計 10 本 を 
取り 出し , &H TEX, 鏡 検 し て , HeLa 細胞 
感染 率 を 求め た . 

第 4 図 は 各 原 虫 濃度 に 於 ける HeLa 細胞 感染 率 と 
時 間 と の 関係 を 示し , この 実験 で は 接種 原虫 濃度 が 高 
けれ ば 高い 程 , 細胞 感染 率 も 高く し か も Tp 接種 
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6 時 間 後 に は いずれ も 感染 率 が 最高 値 に 達する こと を 
認め た . 
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Fig. 4. Hourly measurement of the infection 
rate of HeLa cells with differed num- 
bers of parasites in the cultures ino- 


culated. 
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Fig. 5. The infection rate of HeLa cells and 
the relative number of infective para- 
sites. 


(Notes) Solid line: Relative number of 
infective parasites 
Dotted line : Infection rate of HeLa 
cells 
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3. HeLa 細胞 感染 率 と Tp 感染 量 の 関係 

原虫 洋 渡 濃 度 が 各々 260x104/ml お よび 187x 
104/m1 OR BAUR, 前 記 2), と 全く 同じ 方 法 で 
HeLa 細胞 に 接種 し , 静 置 培養 3, 6, 9 時 間 後 , dup 
ガラ ス を 染色 , 鏡 検 し て , 同一 標本 の HeLa 細胞 感 
HERL Tp 感染 量 を 調べ て 見 た . 

第 5 図 は 両者 の 関係 を 示し た も の で , BWM 3 
時 間 値 で は , この 両 数 値 は ほぼ 同じ 値 で , Tp RAE 
が わずか に 高い 数 値 を 示し た . この 事 は 培養 時 間 の 経 
過 と と も に , 単 一 の HeLa 細胞 中 に 幾つ も の Tp が 
侵入 する 頻度 が 高く な る こと , お よび 早期 に 侵入 し た 
Tp の 増殖 が 行わ れ て いる こと に より , Tp 感染 量 が 
HeLa 細胞 感染 率 を は る か に 凌 欠 す る に 至っ た こと を 
示す も の と 考え られ だ た. 

本 実験 で は その 観点 に 応じ て , CORB PAL, 
ある い は Tp 感染 量 の み で 表現 する こと と し た . 


4. Lysozyme また は Hyaluronidase を 添加 し た 

場合 の Tp 組織 培養 成績 

A) Lysozyme 

3 ケ の 三角 ュ ル ベン に 各々 HLS BW 40 ml を 
Ah, Tp BRAKES コル ベン に 等 量 に 分 注 し , 
260 x 104ml 濃度 の 原 躍 浮 流 液 を 得 た . 2 ヶ の 原虫 浮 
HCA 1mg/m1l, 10 mg/ml に な る 様 に Lyso- 
zyme (Hanks ETL, Millipore RER TCR 
PGE Lic) を 添加 し , それ ぞ れ 小角 瓶 18 本 (6 本 
を 1 和 群 と する ) の 培養 2 日 目 の HeLa 細胞 の 培養 液 
と 液 交換 を 行い , 37 て に 静 賀 培養 し た . 3, 6 お よび 
9 時 間 後 に 各々 2 本 計 6 本 を 取り 出し , Bits zw 
染色 , 鏡 検 し た . な お , 残り 1 ヶ の 三角 コル ベン 中 の 
Tp FPR UT, Lysozyme を 添加 し な いで 
培養 に 供し た . 

第 6 お よび 第 7 図 に Lysozyme の 濃度 と HeLa 
細胞 感染 率 お よび Tp 感染 量 と の 関係 を 示し た . 原 
BER 3, 6 お よび 9 時 間 で は Lysozyme 濃度 が 
10 mg/ml の 場合 に 於 て , HeLa 細胞 感染 率 は 対照 例 
に 比 し 約 2.4 倍 , 1.3 倍 お よび 1.2 倍 と な り , 1 mg/ 
ml の 場合 に 於 て も や や 対照 例 の 感染 率 を うわ まわ る 
値 を 示し た . また Tp 感染 量 に お いて も , Lysozyme 
添加 例 は 対照 例 に 比 し , 培養 3 お よび 6 時 間 値 は 明 ら 
か に 高い 数 値 を 示し た . 

B) Hyaluronidase 

本 実験 で 使用 され た Hyaluronidase は 新鮮 な 和牛 加 
丸 か ら 抽 出 精 製 し た 日 本 薬局 方 注射 用 Hyaluronidase 
を 無菌 的 と アン プル に 充填 し , 凍結 乾燥 し た も の で , 
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一 管 中 Hyaluronidase 500 単位 Cunit) 含有 する も 
の で ある . 培養 に 用 いた Tp 原虫 濃度 は 190x104/ 
ml で , Hyaluronidase は 6 u/ml お よび 60 u/ml 
Ir DRRR L, 実験 操作 は Lysozyme の 
場合 と 同様 で あっ た . 
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6. The infection rate of HeLa cells by 
the addition of Lysozyme into the 
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by the addition of Lysozyme into the 
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第 8 お よび 第 9 図 は Hyaluronidase の 濃度 と He- 
La 細胞 感染 率 お よび Tp 感染 量 を 示し た も の で , E 


虫 接種 後 3 


6 お よび 9 時 間 で は , Hyaluronidase 


濃度 が 60 u/ml の 場合 に 於 て , HeLa 細胞 感染 率 は 
対照 例 に 比 し , 各々 約 1.3 倍 , 1.2 倍 , 1.218 760, 
6 u/ml の 場合 に 於 て も 対 膨 例 に 比 し , 各々 や や 高い 
値 を 示し た . また Tp 感染 量 に 於 て も Hyaluronidase 
添加 例 は 対照 例 に 比 し , 明らか に 高い 数 値 を 示し た . 

尚 この 実験 で 使用 され た 培養 液 中 の Lysozyme お 
よび Hyaluronidase の 濃度 は , 予備 実験 に 於 て , 
HeLa 細胞 の 増殖 お よび 細胞 の 形態 に 何ら か の 影響 を 
及ば さ な い こと を 確認 し た 上 で 決め た . 
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5. Tp BRA Sulfisoxazole また は Sulfathia- 
zole で 前 処理 し た 場合 の Tp 組織 培養 成績 

Tp の HLS 浮 漠 液 に 上 記 サ ルフ ァ 剤 を 所 定 濃度 に 
ini, 一 定時 間 37C に お いて 接種 させ た 後 , PUK 
を HLS に 2 回 遠心 洗 敬 し , 再 浮 湊 し た Tp を He- 
La 細胞 に 接種 し , 6 時 間 静 置 培養 し た 後に Tp 感染 
量 を 検査 し た . 

A) Sulfisoxazole 

Tp © HLS 浮 涯 液 を 3 ヶ の 三角 ュ ル ベン に 等 量 分 
HEL, それ ぞ れ 等 量 の 生理 的 食塩 水 また は Sulfiso- 
xazole を 加え , 楽 剤 濃度 が 0 (対照 ) 0.1 mg/ml 
お よび 10.0 mg/ml と な る 様 に 調製 し た . Tp 原虫 
濃度 は 335x104/ml で あっ た . これ ら の 三角 ュ ル ベ 
ン を 37C に 保ち , 所 定時 間 後 に 各々 10 ml ずつ 取 
り 出し , 3,000 rpm ( 1,500 G), 5 分 間 遠 沈 後 , 
上 清 を す て , 更に Hanks 液 で 2 回 遠 沈 洗 藻 後 , HLS 
10 ml で 均等 な Tp 浮 流 液 を 作製 し た . CORR 
5 ml を , 小角 瓶 を 用 いた 培養 2 日 目 の HeLa 細胞 と 
液 交換 を 行い , 更に 6 時 間 静 置 培養 後 , 短 棚 が ラス を 
取り 出し て 固定 , REL, 鏡 検 に 供し た . 薬剤 と 接触 
し つつ ある Tp を 恒温 器 よ り 取り 出し , 2 回 の 遠心 
WIC Lo, 薬剤 と の 接触 を 絶ち も , HeLa 細胞 培養 
に 接種 する に は 約 15 分 を 必要 と し た . 故に 最初 の 接触 
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Fig. 10. Length of the pretreatment of parasi- 
tes with Sulfisoxazole and the relati- 
ve number of infective parasites. 

Note: The concentration of Sulfiso- 


xazole used were shown in the 
figure. 
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容 


時 間 を 15 分 と し , 薬剤 と 原虫 浮 済 液 の 混合 後 直ちに 処 
理 を 行っ た . 以後 は この 処理 時 間 を 含め て , 所 定 の 接 
触 時 間 と する 様 操作 し た . 

第 10 図 は Sulfisoxazole と の 接触 時 間 と Tp 感染 
量 と の 関係 を 示し た も の で , Sulfisoxazole と 接触 し 
た Tp は 対照 例 に 比 し , Tp 感染 量 は や や 低下 し て い 
る が , 両者 の 間 に は 著しい 差 は 認め られ な か っ た . ま 
た 10 mg/dl と 0.1 mg/dl の 薬剤 濃度 の 間 に も は と 
ん ど 差 は 認め られ な か っ た . MRR LOM C 
も Tp が HeLa 細胞 に 接種 する まで の 時 間 が 長い 程 , 
Tp 感染 量 が 低下 し た . 

B) Sulfathiazole 

前 記 Sulfisoxazole の 実験 と 全く 同じ 方 法 で , Tp 
原虫 浮 渡 濃 度 は 385x104/ml, 実験 群 の Sulfathia- 
zole の 濃度 も 0.1 mg/ml と 10 mg/ml で ある . 

第 11 図 は Sulfathiazole と の 接触 時 間 と Tp 感染 
量 と の 関係 を 示し た も の で , Sulfisoxazole の 場合 と 
ほぼ 同じ 結果 が 得 ら れ た . 即ち 実験 群 と 対照 群 と の 間 
に は ほとん ど 差 が 認め られ ず , 双 実 験 群 で も 10 mgl! 
ml 濃度 と 0.1 mg/ml 濃度 と の 間 に は 著 明 な 差 を 認 
め る こと が 出来 な か っ た . 

この 実験 か ら Sulfisoxazole お よび Sulfathiazole 
は Tp の HeLa 細胞 へ の 侵入 に 対す る 抑制 効果 を 発 
現し た も の と 解釈 する こと は 出来 な か っ た . 
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Fig. 11. Longth of the pretreatment of parasi- 
tes with Sulfathiazole and the relative 


number of infective parasites. 

Note : The concentration of Sulfathia- 
zole used were shown in the 
figure. 
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6. Tp 原虫 を Tp HA-test 陽性 の 人 血清 また は 家 
兎 免 商 血 清 に よっ て 前 処理 し た 場合 の Tp 組織 
培養 成績 

A) HA-test 陽性 の 人 血清 

本 実験 に 使用 し た 人 血清 は , 信 藤 法 で 4,096 倍 稀釈 
まで HA-test が 陽性 に 出 た も の で ある . また 対照 用 
の 人 血清 と し て , HA-test 陰性 の も の を 使用 し た . 

3 ケ の 三角 ュ ル ベン に 各々 HL Seek (Hanks 液 
お よび Lactalbumin DA) 50 ml を 入れ , Tp 原虫 
浮 流 液 を 各 ュ コル ベン に 等 量 に 分 注 し , 250 x 104/m1 i£ 
度 の 原虫 浮 渡 液 を 得 た . 2 ヶ の 原虫 肖 漠 液 に 各々 1 A 
お よび 6 欠 に な る 様 に HA-test 陽性 人 血清 を 添加 し , 
残り 1 ヶ の 原虫 浮 流 液 は 対照 用 と し て , HA-test 陰性 
人 血清 を 6 多 含 有する 様 に 調製 し た . これ ら の 三角 っ 
ル ベ ン を SUC に た 保ち, 所 定時 間 後 に 各々 10 ml ず 
つ 取 り 出 し , 3,000 rpm (= 1,500 G), 5 分 間 遠 沈 
後 上 清 を す て , 次 いで Hanks 液 で 2 EVRY, 
HLS 10 ml で 均等 な Tp BURKE Rott, © OPH 
液 5ml A/)/ (Re AV eee 2 日 月 の HeLa 細胞 
と 液 交 換 を 行い , 更に CME, fuHbu v 
を 取り 出し て 固定 , BAL, 鏡 検 に 供し た . 

第 12 図 は Tp 原虫 が HA-test' 陽 性 の 人 血清 と の 接 
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Fig.12. Length of the pretreatment of parasi- 
tes with the HA-positive human serum 
and the relative number of infective 
parasites, 


触 時 間 と Tp 感染 量 を 示し た も の で ある . 接触 15 分 後 
で は 実験 群 と 対照 群 と の 間 に は 著しい Tp 感染 量 の 差 
が 見 られ な か っ た が , 接触 30 分 以後 で は Tp の HeLa 
細胞 へ の 侵入 が 著しく 低下 し , 対照 群 の 約 50 位 に 
抑制 され て いた . また 同じ 実験 群 で も 6% RAOL 
1 含有 の と で は 両者 の 間 に 殆 ん ど 差 が 見 られ な か っ 
た 。 

B) 家 束 免疫 血清 

本 実験 は 家 束 免疫 血清 を Tp REAR IC URDU, 
上 記 の HA-test 陽性 人 血清 と 同様 に ,. ある 所 定時 間 
接触 させ た 後 , HeLa 細胞 に 接種 し , 6 時 間 後に その 
Tp 感染 量 を 調べ た も の で ある . 

家系 免疫 血清 は Toxoplasma gondii Beverley 株 
(弱毒 株 ) の Cyst-form 600 ヶ を 家 束 の 腹腔 内 に 注 
射 し , 30 日 経過 後に 採血 し て 血清 を 分 離し , ザイ ツ 型 
演 過 器 で 減 菌 し た 後 , 56C, 30 分 間 加 温 非 働 化し た も 
の で ある . OM MIBK REO HA-test で 
16,384 倍 陽性 で し た . 

実験 方 法 は 前 記 HA-test 陽性 人 血清 添加 の 場合 と 
全く 同じ で , Tp 原虫 浮 江 液 の 濃度 は 357x104/ml 
で あっ た . 実験 群 に は 家 兎 免疫 血清 1 多 お よび 10% 
の 2 種類 を 調製 使用 し た . な お 対照 群 に は 正常 家 台 血 
清 を 10 多 に 添加 し た . 
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Fig. 13. Length of the pretreatment of parasi- 


tes with the rabbit immune serum 
and the relative number of infective 
parasites (1). 
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第 13 図 は Tp の 家 束 免 商 血清 と の 接触 時 間 と Tp 
感染 量 と の 関係 を 示し た も の で ある . 15 分 間接 触 で は 
実験 群 と 対照 群 と の 間 に は 著しい 差 は 見 られ な か っ た 
A^, 接触 30 分 以後 で は 実験 群 の Tp 感染 量 は 対照 群 
に 比 し , 約 40 に 抑制 きれ て いる こと を 認め た . また 
免疫 血清 の 1% ZORRAC 両者 の 間 に 著 し 
い 差 は 見 られ な か っ た . 

次 いで 家 束 免疫 血清 の 濃度 を 順次 稀 邊 し , EDRR 
濃度 まで 侵入 抑制 効果 が 見 られ る か を 検討 し た . この 
時 に 使用 し た 家 束 免疫 血清 は 信 藤 法 の HA-test で 
65,536 倍 稀釈 まで 陽性 の も の で , Tp 原虫 濃度 は 320 
x104/ml で あっ た . 実験 群 で は 免疫 血清 の 濃度 を 1 
より Moe % まで 段階 稀釈 と し た . 

第 14 図 の 下 の グ ラフ は 1%~0.01% ECAR LA 
場合 の 抑制 効果 を 示し , 第 14 図 の 上 の グラ フ は 1403 
~H まで 稀釈 し た も の を 示し た . 即ち 0.01% % 
釈 ま で は な お 抑制 効果 が 見 られ た が , それ 以上 の 稀釈 
濃度 で は , ほとん ど 抑 制 効果 が 見 られ な か っ た . 


* 


Toxoplasma gondii は Obligate intracellular 
parasite で ある 為 , その 形態 乃至 感染 , 7A, 増殖 
等 の 過程 に つい て , その 完 明 は か な り 困 難 な も の と 考 
えら れ て 来 た . 故に これ ら の 基礎 的 研究 と し て の in 
vitro に 於 る 組織 培養 は , 従来 か ら 多く の 研究 者 に よ 
っ て 試み られ て 来 た . 本 原虫 は 組織 菩 養 中 で は 容易 に 
感染 , 増殖 する こと が 判明 し , 19514E Gey に よっ て , 
人 子宮 頸 癌 上 皮 細 胞 よ り HeLa 細胞 が 分 離さ れ て 以来 , 
HeLa 細胞 を 用 いて の Tp 組織 塔 養 に よる 原虫 の 形態 
学 的 , 病理 学 的 研究 成果 が 多く の 学者 に よっ て 報告 さ 
れ て 来 た . し か し 組織 培養 液 中 に 何 か あ る 物質 を 添加 
し た り , Tp を 前 処理 する こと に ょ よって, Tp の He- 
La 細胞 内 へ の 侵入 性 が 促進 また は 抑制 され る か に つ 
いて の 報告 は 未だ に 少 い . 

本 研究 は , HeLa 細胞 を 用 いた Tp 組織 培養 に お い 
C, Tp の 宿主 細胞 内 へ の 感染 性 , 増殖 度 を 検討 し , 
得 ら れ た 知見 を 基礎 と し て , 2, 3 の 物質 の 培養 基 内 
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Fig. 14. Length of the pretreatment of parasi- 
tes with the rabbit immune serum 
and the relative number of infective 
parasites (2). 


E 


へ 添加 また は Tp に 対す る 前 処理 が , 培養 成績 に いか 
な る 影響 を 及ぼ すか を 試み た も の で ある . 

Lysozyme お よび Hyaluronidase は と も に ふっ 多 
糖類 の 加水 分 解 酵素 で , 細胞 膜 お よび 細胞 間 質 に 存在 
する ある 種 の ム ュ 多糖 類 に 作用 する こと か ら , 細胞 内 
透過 性 ある い は 組織 内 侵 透 性 を 促進 する 効果 を も つと 
され て いる . Tp が 宿主 細胞 に 侵入 する 機 作 に つい て 
は 未だ に 充分 解析 され て いな い 現 状 で , 果して Tp A 
身 が 侵入 能力 を 持っ て いる か , ある い は 宿主 細胞 に よ 
っ て 貨 喰 さ れる か に つい て も , 未だ に 不明 と いわ ね ば 
な ら な い ., これ に 関し て , Guimaráes and Meyer 
(1942), Pulvertaft et al. (1954), Lund, Lycke 
and Sourander (1961) ら は 宿主 細胞 内 で 増殖 し た 
Tp が 細胞 膜 を 破り , つづ いて 自動 的 運動 性 に よっ て , 
別 の 細胞 に 侵入 する と 報告 し Tp の 積極 的 侵入 を 主 
張 し て いる . E. Lycke (1964) ら は 1 mg/ml の 
Lysozyme を Tp の 浮 渡 液 に 添加 すれ ば , Tp の 細 
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胞 へ の 侵入 性 が 増加 し , Hyaluronidae も 同様 に 侵入 
を 促進 する が , その 効果 は Lysozyme より も 高い と 
告 し て いる . 著者 は 本 実験 に 於 て , Lysozyme を 

1 mg/ml 添加 し た 場合 に は , 対照 群 に 比 し 1.7~1.5 
(EO Tp 感染 量 を 示し , 10 mg/ml 添加 の 場合 に ほ 
4.6—1.7050 Tp 感染 量 を 示し た . また Hyaluroni- 
dase を 6u/ml 添加 の 場合 で は 1.26%, 60 u/ml ¥& 
加 で は 1.4 倍 の Tp 感染 量 の 増加 が 示さ れる こと を 
認め た . 

R. Norrby & E. Lycke (1966) ら は Tp 原虫 を 
BURL, それ を 80,000x G で 遠 沈 し た 上 清 部 に は , 
Tp の 宿主 細胞 侵入 促進 因子 を 含ん で いる と 報告 し て 
いる . この 促進 因子 の 物質 的 追求 は まだ な され て いな 
い が , Lysozyme また は Hyaluronidase に 類似 し た 
酵素 作用 に よる 可能 性 も 考え を られる. 

1942 年 Sabin and Warren が 初め て 実験 動物 に お 
ける Tp 感染 の 治療 に サル ファ 剤 を 使用 し , Biocca 
(1943) は Sulfone group に も 抗 Tp 効果 が ある こ 
と を 実証 し た . Weinman and Berne (1944) は 
Sulfapyrimidine が Tp 感染 実験 動物 に 延命 効果 を 
示す こと を 報告 し ,。 その 後 も 多数 の 研究 者 に よっ て 
Sulfadiazine, Sulfathiazole 等 の 延命 効果 が 認め ら 
れ た が , サル ファ 剤 の 有効 性 を in vitro に お いて 検 
対し た 報告 は きわ め て 少 い . Hg 0958) は 組織 培養 
を 用 いて , Sulfisomidine お よび Sulfisoxazole の 
Tp 原則 増殖 に お およぼす 影響 を 報告 し た . それ に よる 
€, VV7 7 AUR Ch ORE 5 日 後に 最大 の 抑 
制 効果 が 認め られ た . 著者 は Tp 原虫 を サル ファ 剤 と 
接触 させ た 後 , 組織 培養 に て 6 時 間 静 置 培養 し , He- 
La 細胞 へ の Tp 感染 量 を 調べ た が , サル ファ 剤 に よ 
る 侵入 抑制 効果 は 殆 ん ど 見 られ な か っ た . この こと は 
実験 条件 に 基く も の と 考え られ , Bic Tp と サル ファ 
剤 の 接触 時 間 が わずか 数 時 間 に す ぎ な か っ た こと が 一 


結 


HeLa 細胞 を 宿主 と し て , Tp (RH 株 ) の 組織 菩 
EZAZ, Tp の 宿主 細胞 内 侵入 性 , 増殖 度 な ど に 関 
する 基礎 的 知見 を 求め る と と も に , 同 培養 法 を 用 いて 
の 若干 の 実験 的 応用 を 検討 し た . 

1) HeLa 細胞 感染 率 は , Tp 接種 6 時 間 ま で は 上 
FL, 以後 は 時 間 の 経過 と と も に 人 徐々 に 下降 する 傾向 
を 示し た . 一 方 , Tp 感染 量 は 接種 9 時 間 後 まで の 観 
宗 期 間 中 は 上 昇 し つづ けた . 一 般 に 接種 Tp 数 が 多い 
程 , これ ら 両 値 は 高い 値 を 示し た . 


つの 原因 と 考え られ た . 

1948 年 Sabin & Feldman は 免疫 血清 作用 に よる 
原虫 の 色素 不 染 人 性 と し て Dye-test を 発表 し , Toxo- 
plasmosis の 血清 学 的 診断 と し て , 今日 で も 広く 応用 
され て いる . 1949 年 MacDonald IAEF IO RER 
膜 に SOC, 30 分 で 非 動 化 し た 免疫 血清 を 加え, 特に 
activator を 加え な く て る も, fi Toxoplasma RAH 
る と 報告 し た . 1965 年 E. Lycke et al. は HA-test 
64 倍 以上 の 人 血清 お よび activator と を 加え て , 組 
織 培 養 に お ける Tp OMAHA, その 成 
SUCH. Tp を 非 働 化 し た 免疫 血清 と activator と の 
混合 液 に 1 分 間接 触 し た だ け で 79 の 侵入 抑制 を 示 
し , 非 働 化 し な い 免 疫 血 清 と activator を 用 いた 場 
合 は 92 ダ の 侵入 抑制 を 示す こと を 報告 し た . 著者 は 
本 実験 に 於 て , 信 藤 法 で 4,096 倍 , 栄 研 法 で 2,048 倍 
陽性 の 非 働 化 人 血清 を 抗 血清 と し て 使い , activator 
を 加え ず に Tp と 接触 させ, Wak, HeLa 細 
胞 に 接種 し , 6 時間 静 置 培養 し た . 接触 0 分 以後 で は 
Tp 感染 量 が 著しく 抑制 きれ , 対照 群 の 約 50% に 低下 
Lr. また , Tp の Beverley 株 で 免疫 し た 家 束 免 濾 
血清 を 56C, 30 分 非 働 化 し た も の を 用 いた 場合 , 接 
fi 30 分 以後 の Tp 感染 量 は 対照 衝 の それ に 比 し , 約 
40 あ に 抑制 され る こと を 認め た , この 成績 は 正 . 
Lycke et al. の 免疫 血清 と activator の 両者 の 存 
FEDS, 宿主 細胞 へ 侵入 性 抑制 に 必要 で ある と の 報告 と 
や や 相違 し , むし ろ MacDonald の 成績 に 近い も の 
の 様 で あっ た . 

今回 の 実験 成績 か ら , 直ちに HeLa 細胞 を 宿主 と 
する Tp 組織 培養 を 用 いて の 抗 Tp 剤 の 検定 や , 血清 
学 的 応用 を 図り える も の で は な い が , 今後 , より 詳細 
な 検討 を 加え る こと に より, Tp 組織 培養 の 実際 的 応 
用 を 期待 し える も の と 考え られ る . 


論 

2) Lysozyme (1 mg/ml WE) また は Hyalu- 
ronidase (6 u/ml AE) の 培地 内 へ の 添加 は , He 
La 細胞 感染 率 お よび Tp 感染 量 の 増加 を も た ら す 傾 
向 を 示し た . 

3) Sulfisoxazole (10 mg/ml) また は Sulfathia- 
zole (10 mg/ml) と Tp と の 4 時 間 ま で の 予備 接触 
に よっ て は , Tp の 組織 共 養 に 認め 得る べき 変化 を 与 
えな か っ た . 

4) 1 多 以 上 の HA-test 陽性 人 血清 (4,096 倍 陽 
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HO と Tp と の 予備 接触 で は , 接触 30 分 以上 で , A 
織 培 養 に お ける Tp 感染 量 が 著 明 に 抑制 され た . また 
家系 免 疫 血清 (65,536 倍 陽性 ) の 場合 に は , 0,0122 A 


容 


上 の 濃度 , 30 分 以上 の 予備 接触 で , Tp 感染 量 の 抑制 
が 認め られ た . 


稿 を 終る に 臨み , 終始 ご 懇切 な る ご 指導 並び に ご 校閲 を 賜り まし た 本 教室 中 林 敏 夫 教授 に 対 し , 
深 基 な る 謝意 を 表す と 共に , ご 協力 いた だ いた 教室 具 各 位 に 深謝 の 意 を 表す る 次 第 で ある . 
本 論文 の 要旨 は 第 21 回 日 本 寄生 虫 学会 南 日 本 壇 部 大 会 968. 11, 22. 於 熊本 ) に て 発表 し た . 
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